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Czes¢ jawna

Wykaz skrotow i symboli

AAS - Absorpcyjna spektrometria atomowa

AMPSO — Kwas N-(1,1-Dimetylo-2-hydroksyetylo)-3-amino-2-
hydroksypropanosulfonowy

ATP - Adenozyno-5'-trifosforan

BBCH - skrét pochodzi od niemieckiego Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und
CHemische Industrie i jest skalg wykorzystywang w panstwach UE do identyfikacji faz

wzrostu roslin uprawnych

CAPS — Kwas N-cykloheksylo-3-aminopropanosulfonowy

DNA — Kwas deoksyrybonukleinowy

DT3A — Kwas dietylenotriaminotrioctowy

DTPA — Kwas dietylenotriaminopentaoctowy

ED3A — Kwas etylenodiaminotrioctowy

EDDA — Kwas etylenodiaminodioctowy

EDDHA - Kwas etylenodiamino-di[(orto-hydroksyfenylo)octowy]

EDDHSA - Kwas etylenodiamino-N, N'-di([2-hydroksy-5-sulfofenylo)octowy)
EDDS - Kwas etylenodiamino-N,N'-dibursztynowy

EDTA — Kwas etylenodiaminotetraoctowy

FAC — Cytrynian Amonu i Zelaza(III) CAS: 1185-57-5

HBED - Kwas N,N -di[(2-hydroksybenzylo)-etylenodiamino-N, N -dioctowy]
HEPES — Kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo Jetanosulfonowy
ICP-OES — Atomowa spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie indukowanej
IDS — Kwas iminodibursztynowy

MES — Kwas 2-(N-morfolino)etanosulfonowy

MS — Spektrometria mas



Czes¢ jawna

NBI — Wskaznik bilansu azotu

NMR — Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego

OECD - Organizacja Wspolpracy Gospodarczej i Rozwoju

RNA — Kwas rybonukleinowy

TLC — Chromatografia ciehkowarstwowa

UHPLC-MS — Wysokosprawna chromatografia cieczowa z tandemowg spektrometrig mas

Terminy takie jak kompleks lub chelat w roznych zrodlach majg sprecyzowane definicje i metody
klasyfikacji. W niniejszej rozprawie doktorskiej nie przyporzgdkowywano konkretnych zwigzkow do

danej grupy, a stosowano oba terminy zamiennie.



Czes¢ jawna

Wprowadzenie i cel pracy

Odpowiednie odzywanie roslin uprawnych ma kluczowe znaczenie dla ilosci
otrzymywanych plonow oraz ich jakosci. Nie wszystkie obszary uprawne posiadaja gleby
zasobne w niezb¢dne mikro- i makroelementy, co za tym idzie, nalezy uzupetni¢ niedobory
odpowiednimi $rodkami. Na rynku nawozowym jest duza konkurencja, producenci
przescigaja si¢ w tworzeniu nowych, lepszych preparatow. Regulacje oraz wigksza
swiadomo$¢ spoleczenstwa sprawiaja, ze mikroodzywcze dodatki, musza nie tylko
zapewnia¢ odpowiednio przyswajalne formy mikroelementdéw, ale takze pozostawaé
neutralne wobec $rodowiska. Wiele syntetycznych chelatow wykazuje wysokie stabilno$ci
i biodostepnos¢ takich mikroelementow jak miedz, mangan, cynk czy zelazo, jednakze
wickszos¢ z nich nie jest biodegradowalna lub konieczne sg odpowiednie warunki do
rozktadu tych zwigzkoéw. Naturalne czasteczki z kolei, czgsto nie wykazuja az tak dobrych
statych trwatosci ze wspomnianymi pierwiastkami, ale moga okaza¢ si¢ w przysztosci
jedyng alternatywa dla syntetycznych chelatow. Kluczem jest znalezienie ztotego $rodka,
migdzy trwaloécig, a biodegradowalnoscig otrzymywanych czasteczek. Trwato$é
kompleksow jest szczegélnie istotna w przypadku gleb wysokozasadowych, poniewaz
niezwigzane odpowiednio mikroelementy tworza w tych warunkach czesto

nierozpuszczalne zwigzki, praktycznie niedostepne dla roslin.

Celem tej pracy byto dokonanie przegladu literaturowego pod katem sposobdéw badania
biodegradowalno$ci zwigzkéw stosowanych w rolnictwie a takze podsumowanie
dotychczasowej wiedzy na temat biodegradowalno$ci powszechnie stosowanych
produktow w gospodarstwach rolnych. Ponadto w ramach pracy przeanalizowano i
przedstawiono obecnie stosowane ligandy w nawozach, ich sposoby syntezy, w
szczegbdlnoSci te objete prawem patentowym. Zadaniem Doktorantki bylo takze
odpowiednie zaznajomienie si¢ 1 opisanie procesOw zachodzacych w roslinach z udzialem
mikroelementéw Cu, Mn, Zn i Fe oraz wskazanie jak wptywaja te poszczegdlne pierwiastki
na rozwoj roslin. Praktycznym celem badawczym bylo otrzymanie ligandow oraz
stabilnych komplekséw z omawianymi czterema mikroelementami szczego6lnie w
warunkach wysokiego pH. Prace miaty prowadzi¢ do otrzymania rozwigzania, ktore firma
Intermag bedzie mogta wdrozy¢ do produkcji w przysztosci. Dlatego badania prowadzono
z uwzglednieniem ekonomicznego aspektu, ale takze prowadzac rézne etapy skalowania

pozwalajace lepiej dopracowac finalny proces.



Czes¢ jawna

Czes¢ literaturowa — czes¢ jawna

1. Biodegradowalnos¢
Pojecie biodegradowalnos$ci moze by¢ rozpatrywane na wiele sposéb. Wszystko zalezy od
przyjetej definicji oraz sposobu badania biodegradowalnosci. Biodegradacja substancji

organicznej moze zosta¢ sklasyfikowana jako trzy rozne procesy:[1,2]

e Biodegradacja pierwotna — nastepuje biologiczne przeksztalcenie pierwotnego
zwigzku organicznego i dochodzi do integralnej zmiany struktury molekularnej
W czasteczce

e Biodegradacja ostateczna — nastgpuje biologiczna konwersja zwigzku
organicznego do zwigzkoéw nieorganicznych, inaczej zwana mineralizacja

e Akceptowalna biodegradacja — biologiczna zmiana zwigzku organicznego, W
wyniku ktérej dochodzi do ograniczenia toksycznosci zwigzku lub poprawy jego

charakterystycznych cech.

Biodegradacja, poza czynnikami takimi jak: temperatura[3,4], obecnos¢
mikroorganizmow([5-7] czy dostgp do kofaktoréw metabolicznych takich jak tlen czy
sktadniki odzywcze,[8,9] =zalezy takze od natury czasteczki wulegajacej temu
procesowi.[10,11] W odniesieniu do zwigzkow kompleksowych nalezy zaznaczy¢, ze nie
tylko struktura liganda determinuje jego podatno$¢ na biodegradacje, ale takze jon metalu,
z ktorym jest zwigzany. Dla przyktadu chelat EDTA z jonami zelaza(lll) ulega degradacji
fotochemicznej w okoto 80%, gdzie sam ligand fotodegraduje tylko w okoto 20-
25%.[11,12] Co wigcej, w przypadku fotodegradacji istotny wptyw ma glebokos¢, na jakiej

wystepuje zwiazek w glebie, poniewaz ma to wptyw na dostep do swiatta.[13,14]

Sposrod elementow strukturalnych mozna wyszczeg6lni¢ wptyw obecnoséci w czasteczce
atom6éw azotu. Im mniejsza ich liczba, tym zwigzek jest bardziej podatny na
biodegradacje.[15] Nie bez znaczenia jest takze rzgdowo$¢ tych atomow — drugorzedowe
atomy azotu beda duzo bardziej podatne na biodegradacje, niz trzeciorzedowe
atomy.[10,16] Mozna takze wyszczegdlni¢ wptyw rodzaju podstawnikow przy atomach
azotu. Ponizej wymieniono podstawniki w kolejnosci zmniejszajacej podatno$¢ na
biodegradacje:[10-12,16]

-H >-COCH3s > -CHz > -C2Hs5 > -CH2CH>0H > CH>COOH = -NH-CO-CH3z > N (COCHa)2
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= -NH-CH2-COOH > N(CH2-COOH),. Badania nad biodegradowalno$cig pozwolity
stworzy¢ baze danych m.in. baz¢ BIODEG bedaca sktadows ,,Environmental Fate Data
Base”. Dzigki informacjom zawartym w tej bazie, mozna probowaé lepiej projektowad
zwigzki w Kierunku ich podatnosci na biodegradacje. Z przedstawionych w bazie
informacji wynika, ze aby zwigzek byt bardziej biodegradowalny, powinny by¢ obecne w
nim wigzania estrowe, grupy karboksylowe czy tez hydroksylowe. Powinno natomiast
unika¢ si¢ w strukturze halogendéw, czwartorzedowych atoméw wegla, grup nitrowych i
podobnych.[12] Danym podstawnikom zostalty w bazie przypisane odpowiednie
wspotczynniki, dzigki ktérym mozna probowaé przewidzie¢ zachowanie si¢

zaprojektowanego liganda.

Tabela 1 Elementy strukturalne i ich wspolczynniki biodegradowalnosci. Na podstawie publikacji:[12]

Liniowe Nieliniowe

wspotczynniki wspotczynniki

Alifatyczne -OH 0,159 1,118
Alifatyczne NH,, NH 0,154 1,110
Alifatyczne O=C-OH 0,073 0,643
Trzeciorzedowe aminy -0,205 -2,223

Czwartorzedowy
-0,184 -1,723

wegiel

W publikacjach skupiajacych si¢ na biodegradowalnosci zwigzkow organicznych
najczesciej wykorzystywanymi metodami okreslenia stopnia biologicznej degradacji sa
testy opracowane przez OECD (Organizacja Wspolpracy Gospodarczej i Rozwoju).

Instytucja ta zaleca badanie podatno$ci na biodegradacje¢ w trzech krokach:[17]

1) Nalezy wykonac test przesiewowy pod katem gotowosci na biodegradacje

2) Gdy wynik pierwszego testu bedzie negatywny, mozna podda¢ substancje badaniu
symulacyjnemu, ktore pomoze uzyska¢ dane opisujace szybkos$¢ biodegradacji w
srodowisku naturalnym. Alternatywnie lub uzupetniajgco mozna zastosowac test w
zoptymalizowanych warunkach tlenowych, ktére moga wystepowaé np. w
biologicznych oczyszczalniach §ciekdéw

3) Przeprowadzenie testu przesiewowego na biodegradacje w warunkach

beztlenowych.
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Sposrod wielu metod wybrano do dalszej analizy te, ktore autorzy publikacji dotyczacych

niniejszej pracy doktorskiej, stosowali w swoich badaniach. M.in. Test OECD
301B,[11,12,18] OECD 302A,[16,19] czy polskie normy takie jak: PN-88/C-05561[20—
24] i PN-72/C-04550.[21,25]

Test OECD 301B jest jedng z 6 metod wykorzystywana do badania gotowosci na
biodegradacje, opisywang jako pierwszy z krokow procedury OECD. Test ten jako
miar¢ biodegradacji wykorzystuje ilo§¢ wytworzonego dwutlenku wegla
pochodzacego z rozktadu analizowanej substancji organicznej. Badana substancja
nie powinna by¢ lotna, a zawartos¢ wegla w substancji powinna by¢ znana lub
powinny by¢ znane wzgledne proporcje gtdéwnych jej sktadnikow. Zaszczepione
podtoze z dokladnie znang zawarto$cig badanej substancji jest przedmuchiwane
powietrzem wolnym od dwutlenku wegla. Test najlepiej przeprowadzad
w ciemnosci lub przy rozproszonym swietle. Obserwacje biodegradacji kontynuuje
si¢ przez 28 dni. Uwolniony dwutlenek wegla jest wychwytywany przez bar lub
wodorotlenek sodu i nastepnie odpowiednio miareczkowany, by wyznaczy¢

zawarto$¢ CO2. Procent biodegradacji jest wyznaczany wedlug wzoru:[18]

mg wyprodukowanego CO,

ohd dacii = 100
Yodegradacji ThCO, * mg dodanej badanej substancji i
lub
. mg wyprodukowanego CO,
% d d _ 100
Yodegradacji mg dodanego TOC * 3,67 )
Gdzie:

ThCO. — teoretyczna ilos¢ dwutlenku wegla obliczona na podstawie znanej lub
zmierzonej zawartosci wegla w badanym zwigzku po pelnej mineralizacji; warto$é

wyrazona jako mg wydzielonego dwutlenku wegla na mg badanego zwiazku.

TOC — Catkowita zawarto$¢ wegla organicznego — suma wegla w roztworze 1

zawiesinie

Test OECD 302A jest jedna z metod stosowang w kroku drugim opisanym przez
OECD w momencie, gdy badany zwigzek nie wykazuje gotowosci na biodegradacje
w testach z pierwszego kroku. Badana substancja musi by¢ rozpuszczalna w wodzie

I nielotna, a zawarto$¢ wegla w strukturze powinna by¢ znana. Umieszcza si¢
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badang substancje razem z osadem czynnym z oczyszczalni w odpowiednim
pojemniku do napowietrzania. Nastepnie napowietrza si¢ uktad przez 23 godziny,
po czym zatrzymuje si¢ przeplyw, czeka az osad osigdzie i pobiera si¢ ciecz znad
osadu. Do osadu dodaje si¢ kolejna porcje badanego zwiagzku i czynno$ci powtarza
si¢. Procent biodegradacji mierzy si¢ poprzez zawarto$¢ rozpuszczonego wegla

organicznego w supernatancie i oblicza wedtug wzoru:[19]

100 [0r — (0 = O.)]
Or

%biodegradacji =

gdzie:

Ot — stgzenie badanego zwigzku (w przeliczeniu na wegiel organiczny),
dodawanego do osadu czynnego na poczatku okresu napowietrzania

Ot — stezenie rozpuszczonego wegla organicznego, znajdujacego si¢ w
supernatancie z badanej probki pod koniec okresu napowietrzania

Oc — stgzenie rozpuszczonego wegla organicznego, znajdujacego si¢ w

supernatancie probki kontrolnej

e PN-88/C-05561 obecnie norma widnieje jako wycofana, lecz nie zostata na jej
miejsce wprowadzona zadna nowa procedura. Metoda ta stuzy wyznaczeniu stopnia
biodegradacji tlenowej w srodowisku wodnym dla zwigzkéw organicznych. Do
tego celu stosuje si¢ podioze mineralne zaszczepione czynnym osadem, do ktérego
wprowadza si¢ badang substancje. Uktad przedmuchuje si¢ tlenem w ciemnosci i
po 20 dniach okre$la si¢ stopien rozktadu zwiagzku, badajac stgzenie
wprowadzonego zwigzku organicznego 1 chemiczne zapotrzebowanie na tlen. Test
mozna przeprowadzaé z dodatkiem lub bez dodatku glukozy.[24]

e PN-72/C-04550 tak jak poprzednia norma, ta rowniez zostala juz wycofana,
natomiast zostata zastgpiona normag o numerze: PN-C-04646:2001. Normy te
réwniez wykorzystuja test osadu czynnego, natomiast znajduja zastosowanie w
badaniu $rodkow powierzchniowo czynnych. Stopien degradacji wyznacza si¢
podobnie jak w powyzszej polskiej normie, poprzez analize stezenia badanej

czasteczki oraz chemicznego zapotrzebowania na tlen.[25,26]

Wiele zwigzkow, zwlaszcza tych szeroko stosowanych w rolnictwie, zostato przebadanych

pod katem biodegradowalnos$ci. Struktury tych zwigzkow mozna przeanalizowaé pod

11
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katem informacji, na temat wplywu réznych eclementow strukturalnych na
biodegradowalnos¢ 1 poréwna¢ do wynikow badan eksperymentalnych. Ponizej

przedstawiono dane dla poszczegolnych ligandow organicznych.

2. Omowienie i klasyfikacja poszczegélnych ligandéow

0
HKOH
N;\
0”7 “oH

2.1. EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy
HO O
\EN/\/
HOWH
O

Rys. 1 Struktura kwasu etylenodiaminotetraoctowego
Ligand posiada 6 atomoéw donorowych, 4 z nich na grupach karboksylowych a pozostate
dwa na atomach azotu. W przypadku zwiagzku koordynacyjnego z nieduzym jonem metalu,
moze utworzy¢ 6-cztonowy pierscien, lecz w przypadku wigkszych jonéw tworzy pierscien
tylko 5 cztonowy.[27,28] Pierwsza synteza EDTA zostata zaproponowana przez Munza
w 1938 r.[29] W syntezie tej ligand jest otrzymywany na drodze reakcji kwasu

monochlorooctowego i etylenodiaminy w obecnosci wodorotlenku sodu.

H,N
2 ONa

o)
NaO o)
ONa
A N
SN2 4CHC—CJ  + 4NaOH —» N O ;\ + 4NaCl

NaO
(0] ONa

)
Rys. 2 Schemat syntezy soli sodowej EDTA zaproponowanej przez Munza[29]

Pozniej w 1941 r. nowa metod¢ zaproponowal Bersworth.[30] Reakcja ponownie
przeprowadzana jest z etylenodiaming lecz tym razem z cyjankiem sodu oraz

formaldehydem w obecnos$ci wodorotlenku sodu.
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(0]
NaO (0]
ONa

N
e SN2+ 4HC=0 + 4NaCN + 4H,0 — NN ;\ + 4NH,
2

0” ONa

Naoﬁ‘)
(0]

Rys. 3 Schemat syntezy soli sodowej EDTA zaproponowanej przez Berswortha[30]

Podobny proces zastosowat Kroll z Dexterem dla firmy Geigy,[31] zgtaszajac w 1955 r.
swoj patent. RO6znit si¢ on od procesu Berswortha zastosowaniem kwasu

cyjanowodorowego zamiast cyjanku sodu.

0]

0
\f ONa
N
N/\/ ;\ + 4NH;
ﬁ‘) 0 ONa
o

Rys. 4 Schemat syntezy soli sodowej EDTA opatentowanej przez Krolla i Dextera[31]

NaO
’ N/\/NHz + 4H,C=—O + 4HCN + 4NaOH —»

2
NaO

Opisane powyzej sposoby otrzymywania EDTA, a dokfadnie jego soli sodowej, odbywaja
si¢ w jednym etapie. W 1962 r. Singer i Weisberg[32] zaproponowali rozdzielenie etapu

cyjanometylacji od hydrolizy i tym samym proces zostat przeksztalcony w dwuetapowy.

¢ 0

N
2

DR
NC

0
CN HI\ONa
N;;l\\
0 ONa

+  4NH,

T
NC

Rys. 5 Schemat dwuetapowej syntezy otrzymywania soli sodowej EDTA zaproponowanej przez Singera i Weisberga[32]

CN Nao\io
N/\/Nw T Ao N/\/
Naoﬁ‘)
o
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Czesé jawna — 2. Omowienie i klasyfikacja poszczegolnych ligandow

W po6zniejszych latach powstaly propozycje innych metod syntezy EDTA, jednak nie byly

one stosowane na komercyjng skale.

EDTA uznaje si¢ za niebiodegradowalne,[33-35] jednakze sg badania ukazujace zdolnosé¢
do czesciowej biodegradacji w pewnych warunkach.[33,35] Juz w 1975 r. zostaly
opublikowane badania dotyczace degradacji EDTA przez mikroorganizmy, a takze
proponowane $ciezki rozktadu tego liganda.[36,37] W 1999 r. Diallo z zespotem
przedstawili cze$ciowg biodegradacje tego liganda, w wyniku procesu biologicznego w
odpowiednich warunkach pH i temperatury.[38] Nastepnie w 2001 r. badacze Riamo
I Sillanpad zaprezentowali degradacj¢ EDTA za pomoca H2O2, ktorej sprzyjajg alkaliczne
warunki §rodowiska.[39] W 2005 r. Ginkel i Geerts doniesli o znaczacej biodegradacji w
pelnowymiarowych oczyszczalniach $ciekéw.[40] Poniewaz w Srodowisku naturalnym jest
mato prawdopodobne, ze EDTA bedzie wstgpowato w formie wolnego liganda, nalezy
takze wzig¢ pod uwage mozliwosci degradacji chelatow poszczegdlnych metali. Kompleks
zelaza(I1I) w bardzo wysokim stopniu ulega degradacji przez mikroorganizmy (osiagni¢to
spadek ze stezenia kompleksu 30 mmol/L do 3 mmol/L w obecnos$ci bakterii z gatunku
Agrobacterium).[35] Inne badania pokazuja, ze chelaty EDTA cynku, miedzi, manganu,
wapnia oraz kadmu podobnie ulegaja degradacji. Wolniej degradacji ulegal natomiast
kompleks niklu. Moze to wynika¢ z niekorzystnego odzialywania jonow niklu na

stosowany szczep bakterii.[36]

2.2. DTPA — kwas dietylenotriaminopenta octowy
O

OH

/\/\/\N

Rys. 6 Struktura kwasu dietylenotriaminopenta octowego
DTPA posiada 8 atomé6w donorowych, poniewaz posiada az 5 grup karboksylowych oraz
3 grupy aminowe. Synteza tego liganda odbywa si¢ podobnymi metodami jak EDTA, z t3
roznicg, ze substratem jest dietylenotriamina. Metody produkcji DTPA, nie sg tak szeroko
opisane jak EDTA. Najwiecej informacji mozna znalez¢ w chinskich patentach. Jednym ze

sposobow  otrzymywania jest reakcja miedzy dietylenotriaming a kwasem
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Czesé jawna — 2. Omowienie i klasyfikacja poszczegolnych ligandow

monochlorooctowym lub jego solg. Reakcja ta odbywa si¢ w obecno$ci wodorotlenku sodu,

ktory ma za zadanie neutralizowa¢ anion chlorowy.[41]

H 0
Y
HQN/\/N\/\NHZ + 5CIH2C—C\ + 5NaOH —=
ONa
(0]
ONa
NaO N ONa
\[(\N/\/ \/\N/ﬁ( + 5NaCl + 5H,0
(0] ONa NaO O

RYS. 7 Schemat syntezy otrzymywania soli sodowej DTPA opisany w chirskim patencie CN103570571B[41]
Inng metoda syntezy jest reakcja, w ktorej do dietylenotriaminy przylaczany jest
hydroksyacetonitryl a nastgpnie produkt tej reakcji traktowany jest wodorotlenkiem sodu
i p6zniej zakwaszany.[42]

CN

r

N N

CN

r

N
NG NN SNTNTTNGN + BNaOH + 5H,0 —=

HKONa

+5H — k’( \’H + 5Na*

k’(ONa Nao\”)

Rys. 8 Trzyetapowy schemat syntezy otrzymywania DTPA
CN102875400A[42]

opisany w chinskim zgloszeniu patentowym
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DTPA rowniez powszechnie uznaje si¢ za nie biodegradowalne. Tworzy z Kolei
stabilniejsze chelaty niz EDTA z dwu- 1 tréjwarto§ciowymi jonami metali. Nortemann w
2005 r. [10] opisuje, ze nie ma zadnych danych, aby istnialy mikroorganizmy zdolne do
wzrostu przy DTPA jako jedynym Zrédlem energii i wegla. Co wigcej, istniejg badania
dotyczace negatywnego wplywu tego liganda na drobnoustroje znajdujace si¢ w reaktorze
z osadem czynnym.[43,44] Z kolei grupa badaczy z Wroctawia przeprowadzita badania
biodegradacji tlenowej w warunkach testu statycznego wg normy: PN-88/C-05561
opublikowane w 2009 r. Z badan tych wynika, ze DTPA ulega biodegradacji w okoto
78%.[20] Ponadto, w badaniach przeprowadzonych w 2004 r.[44] zaobserwowano znaczng
fotodegradacje (90% w ciaggu dwoch tygodni) w jeziorze. Taki rozklad liganda jest
tltumaczony wymywaniem zelaza(Ill) z substancji huminowych i to wiasnie kompleks
ztym metalem tak dobrze ulega fotodegradacji (podobnie jak w przypadku EDTA).
Zauwazano takze, ze zwiazek nie ulega w petni mineralizacji, lecz degraduje do prostszych

zwigzkow takich jak DT3A, ED3A, EDDA czy glicyny.
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2.3. EDDHA - Kwas etylenodiamino-di[(orto-hydroksyfenylo)octowy]

o,0-EDDHA
0 o)
H H
N N
HO ~ OH
OH HO
o,p-EDDHA -EDDHA
0 0 0 p:p 0
H H H H
N N N N
HO ~_ OH HO ~_ OH
OH
OH OH OH

RYS. 9 Struktury trzech izomeréw EDDHA
EDDHA jest ligandem posiadajacym 6 atomow donorowych: 2 z grup hydroksylowych
pochodzacych od fenolu, 2 z grup karboksylowych oraz 2 z drugorzedowych atomow
azotu. Ponadto posiada chiralne atomy wegla, dlatego moze tworzy¢ izomery optyczne.
EDDHA jest jednym z ligandow tworzacych bardzo trwale kompleksy z Zelazem.
Szczegblng jego zaletg jest stabilno$¢ utworzonych kompleksow w wysokim pH.
W zaleznosci od sposobu otrzymywania tego liganda, moga, lecz nie musza tworzy¢ si¢

izomery strukturalne orto-orto, orto-para, para-para.

[zomerem tworzacym najbardziej stabilne kompleksy jest orto,orto. Z kolei izomer
para,para jest najmniej pozadany, bo przez jego utozenie przestrzenne tworzy bardzo
niestabilne kompleksy. W 2005 r. przyznany zostal patent poddajacy pod dyskusje
znaczenie izomeru orto,para.[45] Mckenzie zaobserwowat, ze w leczeniu chlorozy wazne
jest uzycie mieszany izomeru Orto,orto i orto,para, najkorzystniej w stosunku 1:0,9.
Wynika to z faktu, ze izomer orto,para szybciej dziatla na rosling i wspomaga jg w
natychmiastowej walce z niedoborami, z kolei nie jest na tyle stabilny, dlatego za
dlugoterminowy efekt odpowiada stabilniejszy izomer czyli orto,orto. Pierwsza synteze
EDDHA opisat w 1957 r. Kroll.[46] Pierwszy etap reakcji przebiegat wedlug mechanizmu

redukcyjnego aminowania. Nastepnie zostata przeprowadzona reakcja z kwasem
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cyjanowodorowym w celu wprowadzenia do struktury grupy karboksylowej. Trzy lata
pozniej autor uzyskal patent opisujacy synteze chelatow zelaza EDDHA 1 jego

zastosowania w uprawie roslin.[47]

Ligand ten moze by¢ otrzymywany na drodze dwoch mechanizméow. Pierwszy z nich to
wczesniej wspomniany mechanizm redukcyjnego aminowania. W 1959 r. Frost i Freedman
réwniez zastosowali ten sposob syntezy omawianego liganda.[48] Co wigcej, dokonali
szerokiego rozpoznania w Kkwestii otrzymywania rozmaitych pochodnych: zaréwno
stosujgc rozne aldehydy aromatyczne jak i stosujgc inne aminy. Drugi etap reakcji
pozostawal niezmienny, gdyz aby wprowadzi¢ do struktury grupe karbonylowa, konieczne
jest zastosowanie kwasu cyjanowodorowego. To wlasnie drugi etap reakcji stanowi w
przemysle najwicksze zagrozenie, ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ cyjankow. Dopiero
w 2002 r. zostala opracowana metoda, w ktorej zastgpiono kwas cyjanowodorowy
pochodng trimetylosililowa 1 synteza ta statla si¢ duzo bardziej bezpieczna, bo do

srodowiska reakcji juz nie wydzielat si¢ HCN.[49]

Druga metodg jest synteza wedlug mechanizmu Mannicha (Rys. 10). Jest to metoda
cechujaca si¢ wieksza ekonomiczno$cig, poniewaz wykorzystuje ona tanszy fenol zamiast
aldehydu salicylowego — substratu w metodzie opisanej powyzej. Pierwszy te metode
zaproponowat Dexter w 1958 r.[50] Opis syntezy mozna znalez¢ w jego patencie. Kolejng
zaletg tej drogi reakcji jest fakt, Ze jest to reakcja tzw. one pot. Zostal ponadto wykluczony
kwas cyjanowodorowy stosowany przez Knolla. Nalezy takze wspomnie¢ o wadach tej
metody, czyli 0 otrzymywaniu w glownej mierze izomeru para,para.[51] Kolejni autorzy

stosujacy reakcje Mannicha probowali rozwigza¢ problem tworzacych si¢ niepozadanych

1zomerow.
R\ /R R\ /R N .
He _H N H Vs R
\n/ + R—NH = H—H ——= H-—CH + y —_—
U R OH OH

R R
H | -H* H
H H
HO™ R 07 R

Rys. 10 Mechanizm Mannicha

Kornblum z zespotem w swoich badaniach dowiedli, ze srodowisko reakcji ma w tym

przypadku duze znaczenie. Woda i mieszanina woda-metanol kierowaly gléwnie do
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postawienia para. Wykluczenie tych rozpuszczalnikow i potraktowanie fenolu zar6wno
jako reagenta i rozpuszczalnika, pozwolito na uzyskanie wyzszych wydajnosci izomeru
orto,orto.[52-54] Poza standardowsa czasteczka EDDHA, zostalo takze opracowanych
wiele pochodnych tego modelu. Z jednej strony umozliwialo to drogg na obejScie
istniejgcych juz patentow, a z drugiej dawato mozliwos$ci na polepszenie whasciwosci tego
liganda. Co wigcej, projektowanie réznych pochodnych wptyneto pozytywnie na reakcje
przeprowadzang wedlug mechanizmu Mannicha, poniewaz zablokowanie pozycji para
podstawnikiem powodowato, ze nie tworzyt si¢ niepozadany izomer. Pierwszy propozycje
podstawnikow w strukturze EDDHA zaproponowatl Dexter w swoim patencie.[50] Jednym
z takich podstawnikow, stosowanych przy modyfikacjach syntezy, jest grupa sulfonowa
znajdujaca si¢ przy pierScieniu aromatycznym. W §lad za Dexterem podazyla grupa
Petree’ego, ktora rowniez stosujac reakcje Mannicha, opracowata chelaty m.in. EDDHA z
grupg sulfonowa.[55,56] P6zniej Petree w 1978 r. zaadaptowal rozwigzanie Kornbluma
dotyczace zastgpienia rozpuszczalnika fenolem i stosujac podstawiony fenol sprawit, Ze nie

dochodzito do reakcji ubocznej tworzenia si¢ wigzania wegiel-wegiel w pozycji para.[57]

Nie zostato przeprowadzonych i opisanych wiele badan dotyczacych biodegradowalnosci
EDDHA. Ze wzgledu na obecnos¢ dwoch atomdéw azotu oraz pier§cieni aromatycznych
zwigzek ten moze by¢ trudno biodegradowalny. Z badan przeprowadzonych przez Klem-
Marciniak wynika, ze zarowno EDDHA jak i pochodna EDDHSA, nie ulegaja tlenowe;j
biodegradacji przeprowadzonej wedhug testu statycznego opisanego przez norm¢ PN-88-
C-0561.[58] Z kolei zostato potwierdzone, ze tak jak w przypadku innych ligandow
poliaminokarboksylowych, jego kompleks z zelazem(III) ulega fotodegradacji.[59]
Stopien degradacji zalezy od czasu ekspozycji na $§wiatto (im dluzy czas tym rozktad

wzrasta) oraz od stezenia badanego roztworu (im nizsze st¢zenie tym wigkszy rozktad).
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2.4. HBED - Kwas N,N -di(2-hydroksybenzylo)-etylenodiamino-N, N -dioctowy)
0,0-HBED

HO OH

~___ _~

OH HO

,p-HBED p,p-HBED

\u* A
EE:

Rys. 11 Struktury trzech izomerow HBED

HO

Jest to ligand 6 donorowy posiadajacy 2 trzeciorzedowe atomy azotu, 2 grupy
karboksylowe oraz 2 grupy hydroksylowe pochodzace od fenolu. Ligand ten tworzy
najtrwalsze kompleksy z jonami zelaza(III), poniewaz stata trwatosci tego chelatu wynosi
az 10%.[60] Tak jak w przypadku EDDHA, istnieja 3 izomery tego liganda w zaleznosci
od pozycji grupy hydroksylowej przy pierscieniu aromatycznym. Tworzenie si¢ mniej
pozadanych izomerow, takich jak orto,para i para, para zalezy w duzej mierze od metody
otrzymywania omawianego liganda. W literaturze opisane sa gtownie 3 drogi syntezy.
Pierwsza z nich, bedaca zarazem pierwszg opisang synteza to metoda otrzymywania HBED
poprzez N-alkilowanie EDDA bromku orto-acetoksybenzylu.[61] Wczeséniej zostata
opisana synteza pochodnych HBED przez Krolla i zesp6t,[62,63] lecz nie opisujg oni
syntezy niepodstawionej czasteczki. Wynika to z faktu zastosowania reakcji Mannicha
(Rys. 12 dot), w ktorej moga tworzy¢ si¢ izomery przy zastosowaniu niepodstawionego
fenolu, stad autorzy uzywaja réznych podstawionych fenoli w pozycjach para i meta.

Podobng metode syntezy zastosowata w swoim patencie z 2016 r. firma Akzo Nobel.[64]
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W tym przypadku autorzy zastosowali juz niepodstawiony fenol i dzigki dobranym
warunkom syntezy kierujg produkt w stron¢ podstawienia orto,orto. Trzecig 1 ostatnig
droga syntezy opisang w literaturze jest reakcja redukcyjnego aminowania (Rys. 12 gora).
Synteza zostala opatentowana przez Mckearina w 2001 r.[65] W pierwszym etapie
przeprowadzona zostata reakcja migdzy aldehydem salicylowym oraz etylenodiaming 1
powstala imina byta redukowana borowodorkiem sodu, a nast¢pnie grupa karboksylowa
zostala wprowadzona za pomoca halogenku estru tert-butylowego kwasu octowego.
Otrzymywanie HBED, zar6wno metodg Mannicha jak i redukcyjnego aminowana opisata
w 2009 r. w swoim patencie firma ADOB.[66] Calkiem niedawno, bo w 2021 r.
wspomniana wczesniej firma, ponownie zaglebita si¢ w sposob syntezy liganda, tym razem
stosujgc inng kolejno$¢ budowania wigzan.[67] Poczatkowo przeprowadzajac syntezg
wedlug mechanizmu redukcyjnego aminowania mi¢dzy aldehydem salicylowym a glicyng.
Nastgpnie powstatg czasteczke taczy si¢ w stosunku 2:1 z 1,2-dichloroetanem poprzez

podwojne N-alkilowanie.

OH O OH
N
9y o \N/\/ X
+ HoN €OH_
2 2 \/\NH2 RT
OH
NaBH,
OH OH
o H
/\/N
N
+ H.N + 2 )k MeOH
2 2 \/\NHz H H Reflux H OH

Rys. 12 Schemat otrzymywania szkieletu HBED na drodze redukcyjnego aminowania (u gory) i reakcji Mannicha (na
dole)

Biodegradowalnos¢ HBED, podobnie jak dla EDDHA, nie zostata tak szeroko opisana jak
dla EDTA. Ze wzglgdu na zblizong strukturg, mozna sadzi¢, ze podatnos¢ na
biodegradowalno$¢ oba zwigzki beda mie¢ zblizong. W badaniach Klem-Marciniak[58]
stwierdza, ze HBED, podobnie jak EDTA, tylko w niewielkim stopniu ulega rozktadowi i
powinien ten zwigzek by¢ traktowany jako trudny do rozktadu. Na stronie Europejskiej
Agencji Chemikaliow mozna znalez¢ informacje, ze HBED-Fe nie wykazuje zdolnosci do
tatwej biodegradacji. W tescie zgodnym z wytyczng OECD 301D chelat wykazat mniej niz

10% biodegradacji w przedtuzonym do 60 dni czasie inkubacji. Oczekuje sig, ze chelat
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zelaza HBED ma niski potencjal bioakumulacji i ze wzglgedu na wysoka rozpuszczalno$¢
w wodzie >10 g/l substancja nie bedzie akumulowata si¢ w osadach i glebach.[68] Jest to
spdjne z wynikami badan wymywania otowiu z gleb przy uzyciu ré6znych ligandow. EDTA
najlepiej sprawdzit si¢ w wymywaniu otowiu i utrzymywaniu go w formie rozpuszczonej
przez okres 5 dni. HBED z kolei mimo, ze pierwotnie zwigkszato st¢zenie rozpuszczonego
Pb, to w ciggu 6 godzin ilo$¢ rozpuszczonego pierwiastka malata w czasie.[69] W tej samej
publikacji przeprowadzono rowniez badania na kukurydzy uprawianej w skazonej otowiem
glebie. Uprawa traktowana EDTA znaczaco zwigkszyta pobieranie olowiu przez pedy i
korzenie, gdzie w przypadku HBED zaobserwowano zwigkszone pobieranie Cu i Mn oraz
akumulacje manganu w pe¢dach. Te doswiadczenia moga $wiadczy¢, ze mimo stabego
stopnia biodegradacji, HBED nie bg¢dzie wptywat negatywnie na §rodowisko, jak to moze

si¢ dzia¢ w przypadku EDTA.

2.5. IDS — kwas iminodibursztynowy

O O

HO OH
HO OH

Irz

Rys. 13 Struktura kwasu iminodibursztynowego

Ligand posiada 5 atomow donorowych: jeden na atomie azotu a cztery pozostale na
grupach karboksylowych. Pierwsza synteza zostata opatentowana 1971 r. przez firme
Pfizer.[70] Reakcja polega na potaczeniu kwasu maleinowego z amoniakiem w stosunku 1
do 1,5-2,5 mola w temperaturze 60 — 155 °C. Modyfikacji metody syntezy dokonata firma
Bayer[71] w 1998 r. uzyskujac patent opisujacy otrzymywanie IDS’u z bezwodnika
maleinowego i amoniaku. Reakcje te sg W duzej mierze zblizone mechanizmem tworzenia
si¢ oczekiwanego produktu. W obu wariantach produkt moze by¢ otrzymywany w postaci

soli sodowej lub potasowej, w zaleznosci od zastosowanego wodorotlenku.
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H,0 OH NaoH NaO ONa
o — N
OH *  NaO ONa
N
5 H
0O O @)

Rys. 14 Schemat syntezy otrzymywania soli sodowej IDS opisany w patencie firmy Bayer[71]

P6zniej w 2004 1. firma ADOB we wspodlpracy z Lanxess (dawniej Bayer) uzyskata patent
dotyczacy zastosowania chelatow IDS jako nawozow.[72] Ze wzglgdu na obecno$¢ dwoch
centréw stereogenicznych, moga tworzy¢ si¢ stereoizomery tego produktu. Mieszanina
racemiczna zawiera 25% formy [R,R], 25% formy [S,S] oraz 50% formy [R,S].[73]

R,R-IDS S,s-IDS
HOOC, H H_,COOH HOOC, H H_ ,CH,COOH
HOOCHZC>,\”/<CH2COOH HOOCHQC>/\H/\<COOH
R,S-IDS
HOOCH,C,  H H_ ,CH2COOH
HOOC>I\H/<COOH

Rys. 15 Struktury trzech stereoizomerow IDS
Te rézne formy liganda nie wptywaja na stabilno$¢ tworzonych kompleksow oraz nie

wplywaja na biodegradowalno$¢ czasteczki.[74]

Strukturalnie IDS jest podobny do znanego EDTA, z tg réznicg, ze posiada tylko jeden
atom azotu. Ta cecha sprawia, ze ligand mimo, ze wykazuje nizsze state trwatosci z
poszczegolnymi jonami metali,[73] jest interesujgcym ligandem ze wzgledu na potencjat

do biodegradac;ji.
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2.6. EDDS - Kwas etylenodiamino-N,N’-dibursztynowy

O OH
O

H
HO N
SN\ OH
0
HO 0

Rys. 16 Struktura kwasu etylenodiamino-N,N -dibursztynowego

EDDS jest strukturalnym izomerem EDTA. Poniewaz posiada 2 optycznie czynne atomy
wegla, moze tworzy¢ 4 roézne stereoizomery, cho¢ mozna stwierdzi¢, ze tworzy 3 rdzne
stereoizomery, poniewaz [R,S] i [S,R] mogg by¢ traktowane jako jeden. W mieszaninie
racemicznej izomery wystepuja w takim sktadzie: [S,S]-25%, [R,R]-25% i [R,S]-50%.[75]
W przeciwienstwie do IDS, w przypadku tego liganda, tylko izomer [S,S] jest tatwo
biodegradowalny.[76,77] Moze to wynikac z faktu, ze tylko ten izomer bazuje na naturalnie
wystepujacym L-kwasie asparaginowym.[73] To jakie stereoizomery si¢ otrzymuje, zalezy
od metody syntezy liganda. Jedng z pierwszych opisanych drég otrzymywania EDDS byta
ta opatentowana przez Kezeriana i Ramseya w 1964 r.[78] W reakcji tej, bezwodnik
maleinowy traktowany jest wodorotlenkiem sodu i dalej utworzona sol sodowa jest
traktowana etylenodiaming, co prowadzi do oczekiwanego produktu. W reakcji tej
natomiast tworzg si¢ rozne stereoizomery.[79] Dwa lata pozniej Majera opisat syntezg, w
ktorej tworzy sie tylko jeden z izomerow [S,S][80] Polegata ona na zastosowaniu 2 moli
kwasu asparaginowego i w obecnosci NaOH potaczeniu ich za pomoca dibromoetanu.
Duzym przelomem w syntezie EDDS byto opracowanie metody biotechnologicznej, w
ktorej ligand moze by¢ produkowany przez szczep promieniowcow Amycolatopsis
orientalis.[81,82] Podczas produkcji biotechnologicznej powstaje tylko izomer [S,S], ktory
jest najbardziej pozadany ze wzgledu na potencjat do biodegradacji. State trwatosci z
jonami metali sg zblizone do tych z EDTA,[83] natomiast wiele z utworzonych

kompleksow traci zdolnos¢ do biodegradacii.
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3. Znaczenie mikroelementéw w uprawie roslin
Do prawidtowej uprawy roslin niezb¢dne jest wiele makro- i mikroelementow. To w jakiej
ilosci danego pierwiastka nalezy dostarczy¢, zalezy od konkretnego gatunku uprawy oraz
jej odmiany. Justus von Liebig w XIX zebral i podsumowal informacje dotyczace
znaczenia niektorych pierwiastkow dla wzrostu roslin.[84-86] Doszedt do wnioskow, ze
pierwiastki takie jak: N, S, P, K, Ca, Mg, Si, Na i Fe sg niezb¢dne do wzrostu roslin. W
p6zniejszych latach kolejni badacze odkrywali kolejne mikroelementy majgce niemate
znaczenie w rozwoju roslin. W 2001 r. Mengel i Krikby[87] zaproponowali podziat

sktadnikéw odzywczych na 4 grupy:

1) C,H, O, N, S - Gloéwne sktadniki materiatu organicznego

2) P, B, Si — Estryfikuja grupy alkoholowe w roslinach, estry fosforanowe
zaangazowane s3 w transport energii

3) K, Na, Ca, Mg, Mn, ClI — Buduja potencjal osmotyczny. Kontroluja
przepuszczalnosci membran i potencjatow elektrochemicznych

4) Fe, Cu, Zn, Mo — Sktadniki enzymow

Mozna takze dokona¢ podziatu sktadnikoéw odzywczych na makroelementy (wystepujace
w roslina w ilosci >0,1% suchej masy) zaliczane do nich N, P, K, Ca, Mg S, a takze na
mikroelementy (wystepujace w ilosci <0,1% suchej masy) zaliczane sg do nich Cl, Fe, Cu,
Mn, Zn, B, Mo, Ni.[88] Nie wszystkie gleby sg bogate w odpowiednie zawartoSci
pierwiastkoéw niezbednych do prawidtowego wzrostu roélin. Z tego wzgledu istnieje
konieczno$¢ uzupetiania niedoboréw przez réznego rodzaju nawozy. Nawozenie moze si¢
odbywa¢ zaréwno doglebowo jak i dolistnie. W zalezno$ci od sposobu aplikowania
nawozu, roslina ma mozliwo$¢ w rézny sposob go przyswaja¢. W dalszej czeSci pracy
opisano jakie znaczenie dla roslin majg mikroelementy omawiane w ramach rozprawy,
czyli Fe, Zn, Cu i Mn, w jaki sposob pobierane sg przez rosliny oraz co wptywa na ich
biodostepnos¢. Ponizej przedstawiono ogolny schemat budowy rosliny (Rys. 17 i Rys. 18)
1 opis poszczegdlnych elementow, aby latwiejsze bylo zrozumienie stosowanej

terminologii.
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Rys. 17 Ogdlny schemat budowy liscia (grafike wykorzystano na zasadach creative commons)[89]
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Rys. 18 Ogdlny schemat budowy rosliny (grafike wykorzystano na zasadach creative commons)[90]

3.1. Zelazo

Zelazo jest drugim, po aluminium, najczesciej wystepujacym metalem w skorupie
ziemskiej.[91] Jego s$rednia zawarto$¢ w skorupie ziemskiej wynosi 5%, natomiast w
glebach zawartos$¢ zelaza wynosi okoto 3,5%, z czego zdecydowanie wicksze zawartosci
mozna znalez¢ w cigzkich gliniastych glebach i niektérych glebach organicznych. W
skorupie ziemskiej zelazo wystgpuje gtoéwnie w postaci tlenkéw (np. hematyt a-Fe2Og;
maghemit y-Fe>Oz; magnetyt FesOs), uwodnionych tlenkéw tj Goethyt — a-FeOOH.
Ponadto w rudach Zelaza mozna takze znalez¢ syderyt — FeCOs, czy piryt — FeS,.[92]
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Zelazo wystepuje tez obficie w wielu glebach uprawnych (20 — 40 g/kg).[93] E. Gris juz w
1843 r. stwierdzit, ze Fe jest niezbednym pierwiastkiem do funkcjonowania roslin, cO
nastgpito az 50 lat wczeéniej niz podobne obserwacje dla np. manganu lub cynku.[94]
Wykazuje dzialanie w wielu waznych procesach, m.in. w fotosyntezie, oddychaniu,
biosyntezie chlorofilu, a ponadto jest sktadnikiem hemu czy Kklastrow zelazowo-

siarkowych.[95]

3.1.1. Udziat zelaza w reakcjach redoks
Zelazo jako pierwiastek przejsciowy, charakteryzuje sic wzgledna tatwoécia zmiany stanu
utlenienia z Fe** na Fe®* i odwrotnie. Ponadto tworzy kompleksy oktaedryczne z réznymi
ligandami.[91] W uktadach tlenowych wiele niskoczasteczkowych chelatow zelaza, a w
szczegolnosci wolne zelazo w postaci jondw Fe?* i Fe3*, wytwarzaja reaktywne formy tlenu
takie jak rodniki ponadtlenkowe i rodniki hydroksylowe i inne pokrewne zwigzki.[96,97]
Ponizej przedstawiono reakcje z udzialem zelaza, w ktorych tworza si¢ omawiane

reaktywne formy tlenu:
a) Utlenianie jonéw zelaza(Il) tlenem
0, + Fe?* — 0,7 + Fe¥* (1)

b) Reakcja Fentona — Reakcja jonow zelaza(ll) z nadtlenkiem wodoru. Swojego
odkrycia Fenton dokonat podczas opracowania reakcji utleniania kwasu winowego

w obecnosci zelaza.[98]

H,0, + Fe?* —» Fe3* 4+ OH" 4+ OH’ (2)

Produktami powyzszej reakcji (2) sa: jon zelaza(Ill); jon hydroksylowy oraz rodnik
hydroksylowy. Jednakze Fenton nie odkryl mechanizmu stojacego za jego reakcja (2), a
jedyne zaobserwowal charakterystyczng zmiang koloru na fioletowy oraz zidentyfikowat,
ze wynika t0 z tworzenia si¢ w reakcji kwasu 2,3-dihydroksymaleinowego, ktory w
potaczeniu z solg zelaza, daje fioletowy kolor.[99] Reakcja Fentona data poczatek pracy

Habera i Waisa, ktorzy w 1932 r. wyjasnili mechanizm tej reakcji.[100]

¢) Cykl Habera-Waisa — Badacze opierajgc si¢ na odkryciach Fentona zaproponowali
przebieg reakcji fancuchowej, w ktorej opisana powyzej reakcja (2) traktowana jest

jako inicjujaca
H,O, + Fe?* —» Fe3* 4+ OH" + OH" (2)
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Nastepnie zachodza reakcje propagacji:

OH + H,O — H,O + O, + H* (3)

02'_+ H™ + H202 — 02 + OH.+ Hzo (4)
By w efekcie mogta zaj$¢ reakcja terminacji:

Fe” + OH + H* — Fe3* + H,0 (5)

Reakcje (3) i (4) zostaty oryginalnie zaproponowane przez Habera i Willstittera w swojej
publikacji o dzialaniu enzymu jakim jest katalaza z 1931 r.[101] Z kolei Weiss doktadnie
wyjasnit w 1937 r.[102] jak dziata katalaza, stosujac do tego celu omawiany cykl. Enzym
wykorzystuje anion nadtlenku wodoru, ktory redukuje Zelazo hemowe z 3 stopnia

utlenienia do 2 - reakcja (6),
Fe3* + HO, — Fe?*+ H,0O (6)

nastepnie zelazo(Il) redukuje nadtlenek wodoru do rodnika hydroksylowego oraz anionu
hydroksylowego zgodnie z reakcja Fentona (2), po czym nastgpujg reakcje tancuchowe (3)
i (4), ktore zuzywaja caty H202.[103]

Rodniki sa wysoce toksyczne i odpowiedzialne za peroksydacje wielonienasyconych
kwasow thuszczowych lipidow btonowych i biatek. Z tego wzgledu w organizmach zelazo
wstepuje W Scisle zwigzanych strukturach np. biatek hemowych lub niehemowych. Dzigki
temu odwracalne reakcje utleniania i redukcji sg kontrolowane, cO zapobiega
oksydacyjnemu uszkodzeniu komorek.[91] Najbardziej znanymi biatkami hemowymi sg
cytochromy zawierajace hemowy kompleks zelaza i porfiryny. Przyktad struktury takiego
kompleksu przedstawiono na Rys. 19
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CH»

OH

@) OH

Rys. 19 Struktura hemu typu b, bedqca przykiadem cytochomu p450[104]

Cytochromy s3 sktadnikami uktadow redoks w chloroplastach, mitochondriach, a takze

sktadnikiem tancucha redoks w reduktazie azotanowej.[91]

3.1.2. Zelazo w glebach w zaleznosci od pH

W napowietrzanych glebach o fizjologicznym zakresie pH, stezenia jonow Fe®' i Fe?*
wynosza ponizej 10 M. Wynika to z faktu tworzenia sie wodorotlenkow,
oksywodorotlenkow i tlenkow zelaza.[105] Gleby kwasne zawierajg zatem wigcej
rozpuszczalnego, nieorganicznego zelaza, niz gleby obojetne i wapienne. Niesie to za sobg
konsekwencje. Kationy Fe?* w momencie zbyt duzego stezenia w kwasnych glebach
beztlenowych moga sta¢ si¢ toksyczne, natomiast w dobrze napowietrzonych glebach
zasadowych, niskie stezenie rozpuszczalnego, a co za tym idzie przyswajalnego zelaza,
moze nie spetnia¢ wymagan roslin dla tego metalu.[92] W wyniku niedoboréw Fe, spada
produkcja oraz jako$¢ plonow i owocow. Te deficyty wstepuja w okoto 30% gleb na calym
$wiecie.[94] Obszary na $wiecie w ktorych wstepuja niedobory zelaza w glebach sg
stosunkowo rozlegte, lecz wigkszos¢ wystepuje W klimacie suchym i jest zwigzana z
wystepowaniem tam gleb wapiennych, zasadowych lub innych specyficznych np.
manganowych.[92]

29



Czes¢ jawna — 3. Znaczenie mikroelementow w uprawie roslin

3.1.3. Transport 1 przyswajanie zelaza w roslinach
Niektoére gatunki roslin opracowaty skuteczne strategie pozyskiwania i pobierania Fe,
nawet ze zrodet o niskiej rozpuszczalnosci tego pierwiastka.[94] Romheld w 1987 r.
opracowal i opisal dwa rozne sposoby pobierania zelaza przez ro$liny.[106] Pierwsza ze
strategii wyst¢puje w gatunkach dwuliciennych i jednoli$ciennych nietrawiastych, a druga
w trawiastych. Strategia pierwsza sklada si¢ z dwoch gtownych proceséw. Wszystkie
rosliny wyzsze, z wyjatkiem rodziny trawiastych, redukuja chelaty zelaza na powierzchni
korzenia i nastgpie absorbuja generowane jony zelaza przez btone plazmatyczng korzenia.
Innym mechanizmem jest wydzielanie z korzeni do ryzosfery zwigzkéw protonowych i
fenolowych, co uwaza si¢, ze ma pomoc zwiekszeniu rozpuszczalno$ci jondw zelaza lub
wspomaga zdolno$¢ redukowania zelaza na powierzchni korzenia. Z kolei w strategii
drugiej pozyskiwanie Fe przez rosliny charakteryzuje si¢ wydzielaniem heksadentatnych
substancji chelatujacych Fe3* (fitosiderofory, kwasy muginowe) oraz ich specyficznym
uktadem pobierania.[107] W warunkach wystarczajacej ilosci zelaza wszystkie rosliny
redukuja chelaty Fe®* i transportuja powstale Fe?* przez blone plazmatyczna za
posrednictwem systemoOw transportu zelaza o niskim powinowactwie. Systemy te wcigz
nie zostaly scharakteryzowane na poziomie molekularnym.[108] Ponadto na
przyswajalno$¢ zelaza moze wpltywaé wystepowanie interakcji z innymi pierwiastkami

m.in.:

a) Nadmierne ilosci Mn, Ni i Co powoduja zmniejszenie wchtaniania i spowolnienie
przemieszczania si¢ Fe, co skutkuje spadkiem zawartos$ci chlorofilu

b) Oddziatywanie Fe-Zn wydaje si¢ by¢ zwigzane z wytracaniem si¢ franklinitu
(ZnFe204), ktory zmniejsza dostepnos¢ obu metali

c) Interakcje Fe—Ca, zar6wno w roslinie, jak i w glebie, sa bardzo ztozone, ale
znaczacy wptyw Ca polega na zmniejszeniu dostgpnosci Fe, a tym samym moze
prowadzi¢ do chlorozy zelazowej w roslinach na glebach wapiennych

d) Oddziatywania Fe-S skutkuja niskg dost¢gpnos¢ Fe przy niskiej zawartosci S w
glebie, podczas gdy wysoka zawarto$¢ S moze skutkowac niska rozpuszczalnoscia

Fe, w zalezno$ci od $rodowiska glebowego[92]

3.1.4. Skutki niedoboréw zelaza w roslinach
Krytycznie niskie stezenie zelaza w roslinach miesci si¢ w przedziale 50-150 mg/kg. Ta
warto$¢ odnosi si¢ do catkowitej zawartosci Fe w roslinie, dlatego ma jedynie ograniczong

warto$¢ dla scharakteryzowania stanu odzywienia zelazem roslin uprawianych na polu.[91]
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Odpowiednia zawarto$¢ Fe w roslinach jest niezbedna dla ro$lin, ale nalezy takze pamigtac,
wchtaniania zelaza przez rosliny zalezy od ich gatunku oraz etapu ich wzrostu. Ogoélnie
wiadomo, ze rosliny stragczkowe akumuluja wigcej Fe niz inne rosliny.[92] Efekty
niedoboru Zelaza mozna zobaczy¢ w wielu roslinach gotym okiem i dla wielu gatunkow
objawia si¢ w podobny sposob. Miedzy zytkami liscie stajg si¢ chlorotyczne (najczesSciej

z6lte), podczas gdy zylki pozostaja zielone.[109]

Rys. 20 Chloroza miedzyzylkowa bedgca objawem niedoboru zelaza (obraz wykorzystany w pracy na zasadach licencji
Creative Commons)[110]

W przypadku niedoboru Fe, liScie majg na ogot niskg aktywnosé fotosyntetyczng, ale
pochlaniajg wigcej energii §wietlnej na czasteczke chlorofilu, niz jest to wymagane do
fotosyntezy, zwlaszcza przy wysokim nat¢zeniu $wiatta. Skutkuje to wysokim ryzykiem
fotohamujacych i fotooksydacyjnych uszkodzen lisci.[111] Liscie z niedoborem zelaza
charakteryzujg si¢ takze niskim stezeniem skrobi i cukrow. Wynika to z redukcji
fotosyntezy, ktora jest charakterystyczng fizjologiczng odpowiedzig roslin na niedobor
Fe.[112] W lisciach glownym objawem niedoboru Fe jest zahamowanie rozwoju
chloroplastow, jednak w przypadku korzeni niedoboér Fe wywotuje zmiany morfologiczne
1 fizjologiczne, ktore zalezg od gatunku rosliny. W gatunkach roslin dwuliSciennych 1

jednolisciennych, z wyjatkiem traw (gatunki trawiaste), niedobor Fe wigze si¢ z
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zahamowaniem wydluzania si¢ korzeni i wzrostem $rednicy ich  stref
wierzchotkowych.[91] Z kolei w gatunkach trawiastych nie wystepuja zmiany
morfologiczne i fizjologiczne wywotane przez czynniki fizyczne opisane powyzej. Zamiast

tego korzenie uwalniajg fitosiderofory jako chelatory Fe(III), ktore opisano wczesniej.[91]

3.2.Cynk
Sommer i Lipman w 1926 r. wykazali jak duze znaczenie ma cynk dla ros§lin wyzszych 1
uznali go za niezbedny pierwiastek.[113] Cynk, zaraz po zelazie, jest drugim najliczniej
wystepujacym metalem przejsciowym w organizmach zywych. Jego zawarto$¢ w glebach
uprawnych to Srednio 65 mg/kg.[114] Omawiany pierwiastek wystepuje w roztworze gleby
w formach wolnych lub skompleksowanych jonéw tj: Zn?*, ZnCI*, ZnOH*, ZnHCO3",
Zn0,%, [Zn(OH)3],, ZnCls~.[115] Metal ten jest natomiast pobierany z gleby glownie jako
dwuwarto$ciowy kation Zn?*, a przy wysokim pH prawdopodobnie moze by¢ tez pobierany
jako jednowarto$ciowy kation ZnOH™.[91] Powszechnymi mineratami sktadajagcymi sig
z cynku sg z kolei: sfaleryt — a-ZnS; wurcyt — B-ZnS; cynkit — ZnO czy smithsonit —
ZnCO0z3.[92] W odréznieniu od pozostalych omawianych metali tj. miedzi, manganu czy
zelaza, cynk nie posiada zmiennych warto§ciowosci, dlatego w roslinach wystepuje tylko
jako Zn(11).[116] Poniewaz posiada tylko jedng wartoSciowos¢, nie bierze udzialu w
reakcjach redoks.[91] Biodostepno$¢ cynku w glebie wzrasta wraz z obnizeniem si¢ pH, z
kolei przy obecnosci twardych kationow tj. Ca?* czy ligandow organicznych, dostepno$é
przyswajalnego cynku spada.[117] Zmiany w metabolizmie roslin wywotane niedoborami
cynku s3 zlozone. Ogoélnie cynk odgrywa glowna rolg w syntezie biatek, aktywacji
enzymow, reakcjach utleniania i regeneracji oraz metabolizmie weglowodanow.[118] W
duzej mierze pierwiastek ten wplywa na ekspresje i1 regulacj¢ genéw i mechanizmow
obronnych, w zwiazku z czym przyczynia si¢ do wyzszej tolerancji roslin na stresowe

czynniki srodowiskowe.[119]

3.2.1. Znaczenie cynku w ro$linach
Metaboliczne funkcje Zn opierajg si¢ na jego silnej tendencji do tworzenia tetraedrycznych
kompleksow z N-, O-, a zwlaszcza S-ligandami, dzigki ktorym jest integralnym
sktadnikiem w strukturach enzymow oraz peini w nich role: funkcjonalng (katalityczng),
koaktywna i strukturalng.[120,121] Tylko kilka enzyméw roslin wyzszych zawiera w
swojej strukturze cynk, tj. dehydrogenaza alkoholowa, Cu-Zn-SOD, anhydraza
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weglanowa, czy polimeraza RNA. W pozostatych przypadkach cynk wigze enzymy i
substraty lub wptywa na konformacj¢ enzymu i/lub substratow.[116] Udziatl cynku jest
obserwowany w ramach takich proceséw w roslinie jak: metabolizm weglowodanow,
bialek czy auksyn, fotosynteza, konwersja cukréw na skrobig, tworzenie pytkow,
utrzymanie integralnosci bton biologicznych. Pierwiastek ten wpltywa réwniez na
odporno$¢ wobec infekcji spowodowanych niektorymi patogenami.[122-125] Moze to
wynika¢ z pozytywnego wplywu Zn na poziomy biatek, chlorofilu oraz kwasu
abscynowego, co zostato zaobserwowane w sadzonkach fasoli.[126] Oprocz indukowania
odpornosci u roslin uwaza si¢ roéwniez, ze Zn moze zwickszac tolerancje¢ na suchg i upalng
pogode, co zostalo zaobserwowane w roslinach tj. stonecznik czy czerwona

kapusta.[127,128]

3.2.2. Dostepnos¢ cynku w zalezno$ci od pH
Dostepnos¢ cynku w duzym stopniu zalezy od pH gleby. Gdy pH gleby osiaga warto$¢
powyzej 6, dostepnos¢ cynku jest dos¢ niska. Stezenie cynku w glebie w zakresie od pH 5
do pH 8 spada z 10 M do 101° M.[129] Wynika to z mniejszej rozpuszczalnosci tego
pierwiastka w glebach alkalicznych.[130] Niska dostepnos¢ cynku w warunkach
zasadowych przypisuje si¢ wytracaniu si¢ wodorotlenkow lub weglanow.[131,132] Proces
wapnowania gleb kwasnych moze znaczaco zmniejszy¢ zdolno$¢ do przyswajania cynku,
szczegolnie w glebach o wysokim stezeniu fosforu, co moze skutkowa¢ niedoborami tego

pierwiastka.[122,133]

3.2.3. Przyswajanie 1 transport cynku w roslinach
Sposob pobierania cynku rozni si¢ w zaleznosci od gatunku rosliny, ale jest determinowany
przez sklad i st¢zenie pozywki wzrostowej. Pierwiastek jest wychwytywany w postaci
kationu dwuwartosciowego lub w formie kompleksu z ligandami organicznymi.
Mikroelement ten pobierany jest przez korzenie i nastepnie, poprzez ksylem, zasila dalej
pedy.[92,134] Translokacja tego metalu do ksylemu korzenia odbywa si¢ przez symplast i
apoplast.[134] Wysokie poziomy pierwiastka zostaly wykryte rowniez we floemie, co
oznacza, ze jest on przemieszczany zarowno przez tkanki ksylemu, jak i tyka.[135,136]
Roztozenie cynku w réznych czgsciach roslin wyglada nastepujaco: korzenie > liscie >
gatezie > pien. Male korzenie boczne zatrzymuja wigcej mikroelementu niz pozostale
czeSci rosliny.[92] Mozna takze znalez¢ informacje, ze pierwiastek ten jest
skoncentrowany w chloroplastach niektorych rodlin (np. szpinaku), a takze moze si¢

réwniez gromadzi¢ w ptynach z wakuoli i blonach komorkowych.[137] Ze wzgledu na
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sprzeczne raporty, trudno stwierdzi¢, czy wychwyt Zn jest procesem pasywnym czy
aktywnym. Wynik badan przeprowadzanych na jeczmieniu w warunkach beztlenowych,
przy obnizonej temperaturze i czynnikach rozprzggajacych metabolizm, wskazuja, ze
pobieranie tego metalu jest procesem aktywnym, gdyz w zadanych warunkach nastepuje
zmniejszenie wchianiania cynku w korzeniach rosliny.[138] Stwierdzono réwniez, ze
wychwyt kationu nie jest procesem metabolicznie zaleznym, poniewaz nie reaguje na
inhibitory metabolizmu.[123] Mobilno$¢ cynku, w stosunku do wysoce ruchliwych
pierwiastkéw tj. potas i fosfor oraz bardzo malo ruchliwego wapnia okresla si¢ na

posrednig.[91,92]

3.2.4. Skutki niedoboréw cynku w roslinach
Poziom niedoboru cynku w ro$linach okres$la si¢ w przedziale 10-20 mg/kg. Wartos$ci te
moga si¢ znacznie rézni¢, poniewaz niedobor cynku moze zmienia¢ si¢ w zaleznosci od
konkretnych gatunkow, a takze moze obrazowaé odziatywania tego metalu z innymi
pierwiastkami w tkankach ro$liny.[92] W wyniku niedoboréw cynku obniza si¢ ilo$¢
aminokwaséw nagromadzonych w tkankach ro$lin, a takze zmniejsza si¢ synteza
biatek.[118] Wystgpowanie niedoborow cynku jest dos¢ powszechne, natomiast mimo tego
ich diagnoza jest do$¢ ztozona i by wykona¢ jg poprawnie, ocenia si¢ zarowno rosling na
podstawie wizualnej, jak i analizy chemicznej, a takze dokonuje si¢ badania gleby.[92]
Nambiar i Motiramani[139] przedstawili test diagnostyczny generujacy obiecujace wyniki,
w ramach ktorego analizuje si¢ stosunek zelaza do cynku w roslinie. Test ten pozwala na
wykrycie nawet ukrytych niedoboréw cynku. Wptyw na wystepowanie niedoboru tego
mikroelementu w roslinie ma, poza jego podstawowym niskim poziomem w glebie, szereg
innych czynnikow np. inaktywacja cynku w glebie spowodowana mikroorganizmami,
ograniczona strefa korzeniowa ro$liny czy efekty antagonistyczne.[125] Ze wzglgdu na
trudnos$¢ w translokacji cynku w roslinach, jego niedobor wystepuje na ogét w mtodszych
lisciach. Z tego powodu efektem niedoboru sg stabo rozwinigte i niskie uprawy, cO jest
wynikiem niedostatecznej podazy hormonu wzrostu.[115] Jednymi z najbardziej
charakterystycznych, wizualnych objawow niedoborow cynku u roslin dwuliSciennych sa
krotkie migdzywezty (odlegtoéci pomigdzy kolejnymi lis¢mi) oraz zmniejszenie ekspansji
lisci. Zahamowanie wzrostu rosliny taczy si¢ czgsto takze z chlorozg najmtodszych lisci
(Rys. 21). Z kolei u roslin jednoliSciennych mozna zaobserwowac, wzdhuz nerwu gldwnego

lisci, chlorotyczne pasma z czerwonymi, plamistymi przebarwieniami.[116]
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Rys. 21 Objawy niedoboréw cynku na lisciach herbaty, widoczne na miodych lisciach (obraz wykorzystany w pracy na
zasadach licencji Creative Commons)[140]

Ponadto zahamowanie wzrostu i szczegédlna nekroza starszych lisci nasila si¢ wraz z
wysokim natezeniem $wiatla, co sugeruje udziat rodnikow ponadtlenkowych w rozwoju
objawow niedoboru cynku.[141] Oprocz wymienionych wczesniej objawow niedoboru Zn,
mozna jeszcze zaobserwowaé zwijanie si¢ blaszki liSciowej do wewnatrz, a przy

powaznych niedoborach nastepuje martwica wierzchotka korzeni.[134]

3.3.Miedz
MiedZ jest 25-tym najpowszechniej wystepujacym sktadnikiem skorupy ziemskiej i
trzecim najczgsciej uzywanym metalem na $wiecie.[142] Jej zawartos¢ w skorupie
ziemskiej miesci w stezeniach miedzy 25 a 75 mg/kg, a srednio to 55 mg/kg.[92] W latach
30-tych XX wieku omawiany pierwiastek zostat uznany jako niezbedny sktadnik odzywczy
ros$lin.[143,144] Jest niezbgdny nie tylko dla ro$lin, ale takze dla ludzi i zwierzat, natomiast
powyzej optymalnych dawek staje si¢ rowniez toksyczny.[145] Dla tkanek roslin
optymalna ilo$¢ miedzi miesci si¢ w przedziale 5-30 mg/kg.[146] Miedz jest pierwiastkiem

przejSciowym, biorgcym udzial w reakcjach redoks. Odgrywa role w fotosyntezie,
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oddychaniu, metabolizmie C i N oraz ochronie przed stresem oksydacyjnym. Uczestniczy,
podobnie jak zelazo, w reakcjach przeniesienia elektronu. Dwuwarto$ciowy metal jest
tatwo redukowany do jednowartosciowej formy, ktora jest niestabilna.[91] Na pobieranie
miedzi przez ro$liny ma wpltyw zarowno pH gleby, jak i jej stezenie w niej, a takze
dominujace chemiczne formy.[147] Mikroelement wykazuje duze powinowactwo do grup
peptydowych i sulfhydrylowych, a tym samym do biatek bogatych w cysteing. Wykazuje
takze powinowactwo do grup karboksylowych oraz fenolowych.[91] To, do jakiej grupy
wykazuje wigksze powinowactwo zalezy od stopnia utlenienia w jakiej wystepuje. Kation
Cu?* czesto jest wiazany przez azot wystepujacy w histydynowych tancuchach bocznych,
z kolei Cu* chetniej taczy sie z siarkg wystepujaca wlasnie w cysteinie lub metioninie.[148]
Powszechnie wystepujace mineraly zawierajagce miedz to: chalkopiryt — CuFeS;; bornit —
CusFeSs; chalkozyn — Cu.S czy kowelin — CuS. Ponad 98% miedzi wystepuje w ro$linie
w formie skompleksowanej, podczas gdy st¢zenia wolnych kationow sg niezwykle niskie
w cytoplazmie.[91] W glebie z kolei pierwiastek ten najczgsciej wystepuje w formie jonu
Cu(H20)s** zaadsorbowanego na ilastych mineratach lub wspolstragcany na innych

mineralnych i organicznych sktadnikach gleby.[92]

3.3.1. Znaczenie miedzi w roslinach
Istotng cechg Cu® jest zdolno$¢ do wigzania malych czgsteczek takich jak O2, jako
ligandow. Dzigki temu miedz pelni role kofaktora wielu oksydaz np. oksydazy cytochromu
c, oksydazy askorbinowej czy polifenolowej. Jony miedzi dziataja takze jako kofaktor w
enzymie takim jak Cu/Zn dysmutaza ponadtlenkowa.[148] Mikroelement odgrywa
kluczowa funkcje w asymilacji CO2 oraz w produkcji ATP.[149] Na poziomie
komorkowym pierwiastek odgrywa zasadniczg rolg w metabolizmie $ciany komorkowe;,
sygnalizowaniu transkrypcji biatek, fosforylacji oksydacyjnej oraz mobilizacji zelaza i
biogenezie kofaktora molibdenu. Ponadto miedz jest takze elementem strukturalnym w
niektorych metaloproteinach, z ktorych wiele bierze udzial w transporcie elektronow w
chloroplastach i mitochondriach, a takze jest odpowiedzig na stres oksydacyjny.[148] Cu
jest niezbedna wewnatrz komorki roslinnej w co najmniej szeSciu miejscach: cytozolu,
retikulum endoplazmatycznym, wewnetrznej blonie  mitochondrialnej, zrebie

chloroplastow, $wietle tylakoidow i apoplastach.[91]

3.3.2. Udzial miedzi w reakcjach redoks
Wiasciwosci redoks miedzi sprawiaja, Ze jest ona niezbednym pierwiastkiem, ale zarazem

przyczyniaja sie do jej nieodtacznej toksycznosci. Cykl redoks migdzy Cu?*, a Cu* moze
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katalizowa¢ produkcje wysoce toksycznych rodnikow hydroksylowych, co prowadzi do
uszkodzenia komoérek na poziomie lipidéw, blon, kwasow nukleinowych, biatek i innych
biomolekut.[150] Z pozytywnych cech, wynikajacych z charakteru redoks, Cu wspomaga
wytwarzanie nadtlenku wodoru, ktéry jest czasteczka sygnalizacyjng dla r6znych proceséw
i moze modulowaé¢ wzrost i rozwoj roslin.[151] Dlatego tez, ponizej optymalnej iloSci
omawianego pierwiastka, obserwuje si¢ znaczne zmniejszenie wzrostu i produktywnosci
ro$lin, co moze posrednio wynika¢ ze zmniejszonej produkcji H202.[152] Wigkszos¢
funkcji miedzi jako sktadnika odzywczego dla roslin opiera si¢ na jej enzymatycznie
zwigzanej formie, ktora katalizuje reakcje redoks. Dla przyktadu, w reakcjach redoks
koncowych oksydaz enzymy miedzio-zalezne reaguja bezposrednio z tlenem
czasteczkowym. Wynika z tego, ze koncowe utlenianie w zywych komorkach jest

katalizowane przez miedz, a nie przez zelazo.[91]

3.3.3. Miedz w glebach w zalezno$ci od pH
Wplyw pH na mobilno$¢ miedzi w glebie silnie zalezy od tego, w jakiej formie wystepuje
I jakie tworzy zwigzki.[92] Podaje si¢, ze przy pH ponizej 9, najbardziej dominujaca forma
jest Cu?*, az kolei przy pH powyzej 6,9, zaczyna dominowa¢ forma wodorotlenkowa, czyli
Cu(OH)2.[153] Ponadto zauwazono, ze ogolna rozpuszczalno$¢, zardéwno kationowych jak
i anionowych form miedzi, spada przy pH ok. 7-8. Szacuje si¢, ze produkty hydrolizy, takie
jak CuOH" czy Cuz(OH).%*, sa najbardziej znaczace ponizej pH 7, z kolei powyzej pH 8,
istotniejsze staj sie anionowe hydroksykompleksy takie jak: Cu(OH)s™ czy Cu(OH)4>.[92]
Ponadto w glebach wapiennych obserwuje si¢ takze wytragcanie CuCOs, co znaczaco
wplywa na aktywnos$¢ tego mikroelementu w roztworze glebowym.[154] Mozna, mimo
wszystko, zaobserwowaé wigksza mobilnos¢ chemiczng miedzi, ktéra moze by¢ zwigzana
z wydzielaniem fitosideroforéw, co prowadzi do wigkszego jej poboru przez
rosliny.[148,155] Ogodlnie mobilnos¢ tego pierwiastka jest zwykle nizsza w lekko
zasadowym pH, a rosnie zarowno w warunkach kwasnych jak i silnie zasadowych.[145]
Przy kwasnym pH rozpuszczona miedz zwigksza si¢ z powodu stabszej adsorpcji i tym
samym zwicksza si¢ aktywnos¢ jej wolnych jonow. Z kolei, wraz ze wzrostem pH pojawia
si¢ konkurencja adsorpcyjna migdzy materig organiczng w fazie statej a rozpuszczonym
weglem organicznym, co prowadzi takze do wzrostu st¢zenia Cu w roztworze glebowym,
ze wzgledu na wzrost rozpuszczonego wegla organicznego.[156] pH gleby znaczaco

wplywa na procesy sorpcji i desorpcji pierwiastkow chemicznych, w tym miedzi.[157]
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3.3.4. Transport 1 przyswajanie miedzi w ro$linach
Rosliny absorbuja miedz z gleby glownie w postaci Cu?*, poniewaz ma wysokie
powinowactwo do wigzania z materig organiczng w porownaniu do innych form Cu.[158]
Podobnie jak inne jony metali, miedZ pobierana jest z gleby przez korzenie.[159] Podczas
gdy pierwiastek ten wniknie do rosliny, staje si¢ po cze$ci nieruchomy.[147] Z tego
wzgledu miedz gromadzi si¢ przede wszystkim w korzeniach roslin 1 w nieduzej ilosci
transportuje si¢ do czesci naziemnych.[158,160] Sposob pobierania i transportu miedzi do
komorek 1 wewnatrz komoérek nie zostat dobrze poznany. W ro$linach zidentyfikowano
kilka rodzin transporterow metali cigzkich zaangazowanych w homeostazg
wewnatrzkomorkowsg. Niewiele wynikow uzyskano w odniesieniu do transportu Cu na
duze odlegtosci lub procesow transportowych zachodzacych na poziomie korzeni.[148]
Bialka transportujgce ten pierwiastek nalezg do roznych rodzin, np. biatek utatwiajacych
dyfuzje kationow, biatek ATPazy metali cigzkich czy transporteréw regulowanych przez
cynk.[161] Wiadomo takze, ze na zwigkszenie mobilnosci Cu wptywa wydzielanie przez
ro$liny fitosideroforow, lecz nie ma dowodéw na pobieranie kompleksow Cu z
fitosideroforami przez korzenie roslin.[148,155] W transporcie Cu?* do naziemnych czesci
roslin posredniczg specyficzne chelatory i transportery metali. Donosi si¢ rowniez, ze
aminokwasy tworza stabilne kompleksy z miedzig w soku ksylemu i tym samym ulatwiaja
jej translokacj¢.[162] Nikotianamina i histydyna wykazujag najwyzszg zdolno$¢ do
wigzania miedzi, co czyni je idealnymi ligandami do chelatowania jej w ksylemie oraz

przenoszenia ich do tkanek pedow.[158]

3.3.5. Skutki niedoboréw miedzi w roslinach
Do normalnego wzrostu i rozwoju rosliny wymagaja miedzi. Gdy nie jest ona dostepna,
zaczynaja wystgpowac specyficzne objawy niedoboréw. Wystepuja one gldwnie w
mitodych lisciach oraz na cze$ciach rozrodczych rosliny.[148] Brak dostepnosci miedzi
obserwuje si¢ czgsto w glebach zelazolitycznych, zelazistych glebach gruboziarnistych czy
wapiennych, a takze na glebach bogatych w materi¢ organiczng, poniewaz wtedy
pierwiastek ten taczy si¢ substancjami organicznymi.[163] Krytyczny poziom niedoboru
miedzi w wegetatywnych czgsciach roslin miesci si¢ w zakresie 1-5 pg/g w przeliczeniu na
suchg mase. Doktadnie zalezy to od gatunku ro$liny, konkretnego organu i stadium
rozwojowego rosliny, a takze podazy azotu.[164] Rosliny uprawiane w warunkach
wysokiej podazy azotu wymagaja znacznie wigcej omawianego mikroelementu.[148]

Wedtug dostepnej wiedzy, w odpowiedzi na niedobér miedzi mozna wyrdzni¢ co najmniej
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trzy rézne strategie molekularne, ktore zachodza. Pierwsza ma na celu poprawe akwizycji
metali 1 obejmuje zwigkszong ekspresj¢ reduktaz metali 1 transporterow o wysokim
powinowactwie. Druga polega na ustaleniu priorytetow wykorzystania metali w
kluczowych i nieistotnych szlakach. Jesli metaloproteiny z réznymi ligandami
metalicznymi pelnig podobne lub naktadajace si¢ funkcje, okreslong metaloproteing mozna
zastgpi¢ inng, gdy jej metal jest niedostateczny.[165] Wynikiem niedoboru miedzi jest
zahamowanie wzrostu, znieksztalcenie mtodych lisci, a takze chloroza i nekroza (Rys. 22),
zaczynajaca si¢ czesto od merystemu wierzchotkowego rozciaggajacego sie¢ wzdiuz

krawedzi lisci oraz nastgpuje widoczne bielenie mtodych lisci.[91]

Rys. 22 Nekroza na lisciach brokula, bedgca wynikiem niedoboru miedzi (obraz wykorzystany w pracy na zasadach
licencji Creative Commons)[166]

3.3.6. Skutki nadmiaru miedzi w roslinach
Nadmiar miedzi tak jak i niedobor, nie jest korzystny dla rosliny. Nadmiar Cu moze staé
si¢ bardzo toksyczny, powodujac objawy takie jak chloroza czy martwica, a nawet
zahamowanie wzrostu korzeni i pgdéw. Z kolei na poziomie komérkowym nadmiar tego
pierwiastka moze dezaktywowac i zaburza¢ struktur¢ biatek w wyniku nieuniknionego
wigzania si¢ z nimi.[148] Ponadto przy nadmiarze omawianego mikroelementu dochodzi
takze do zaburzenia kluczowych sktadnikow komorkowych, takich jak lipidy, DNA i RNA.

Toksycznos¢ miedzi dla makroczasteczek komdérkowych moze by¢ posrednia i wynikaé z
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powstawania reaktywnych form tlenu.[167,168] Poza zaklocaniem wzrostu i rozwoju
roslin, nadmiar Cu wptywa takze negatywnie na pobieranie innych niezbednych
sktadnikéw odzywczych oraz zakléca fotosynteze poprzez zmniejszenie zawarto$ci

pigmentu.[169,170]

3.4. Mangan
Znaczenie manganu we wzroscie roslin zdefiniowal pierwszy McHargue w 1919 r.[171]
Rozpoczeto pdzniej badania nad zapotrzebowaniem na ten mikroelement wsrod roslin i
prébowano przypisa¢ objawy niedoboréw manganu. Badacze skupiali si¢ takze na roli
manganu w walce ze szkodnikami czy odpornoscia na choroby.[147] Mangan jest jednym
z najpowszechniej wystepujacym pierwiastkiem w litosferze (zawartos¢ w skatach waha
si¢ od 350 — 2000 mg/kg). Z kolei w glebach na calym $wiecie zawartosci manganu
mieszcza si¢ w warto$ciach 411 — 550 mg/kg. Wystepuje w postaci mineratow takich jak:
piroluzyt — B-MnQO2; manganit — y-MnOOH; hausmanit — Mnz04 czy MnCO3.[92] Mangan
moze wystgpowaé na stopniach utlenienia: I, Il, I1I, IV, VI i VII. Natomiast w uktadach
biologicznych wystepuje glownie na II, III i IV stopniu utlenienia. Mangan na Il i IV
stopniu utlenienia jest dos¢ stabilny, podczas gdy Mn(lll) juz tak stabilny nie jest.[91] W
roslinach zdecydowanie dominujacg forma jest mangan na Il stopniu utlenienia, poniewaz
jest dostepny do pobrania przez rosliny.[172] Dwuwarto$ciowa forma manganu moze by¢
fatwo utleniona do Mn(IIl) i Mn(IV), lecz nie jest to korzystne, ze wzgledu na staba
stabilno$¢ trojwartosciowej formy oraz sklonnos¢ Mn(IV) do tworzenia wysoce
nierozpuszczalnych tlenow i osadow.[173] W ro§linach mangan jest jednym z 17
pierwiastkéw niezbednych do wzrostu i reprodukcji. Jest on potrzebny roslinom tylko w
niewielkich ilo$ciach, ale ostatecznie jest tak samo wazny dla wzrostu, jak inne sktadniki
odzywcze.[174] Niedobor Mn moze by¢ powaznym zaburzeniem odzywiania roslin,
Zaburzenia te mogg zwlaszcza wystgpowacé w glebach o wysokim pH i1 wysokim ci$nieniu
parcjalnym tlenu, gdzie biodostgpno$¢ manganu moze spa$¢ znacznie ponizej poziomu

wymaganego do normalnego wzrostu roslin.[91]

3.4.1. Znaczenie manganu w roslinach
Mangan bierze udzial w wielu funkcjach biochemicznych, gltownie jako aktywator
enzymoOw, takich jak dehydrogenazy, transferazy, hydroksylazy 1 dekarboksylazy
biorgcych udzial w oddychaniu, syntezie aminokwaséw i ligniny oraz regulacji stezenia
hormonéw.[175] Wiadomo, ze Mn?* jest specyficznym sktadnikiem dwoch enzymow:

arginazy i fosfotransferazy, ale ze wzgledu na zdolnos$¢ do zastepowania Mg w enzymach
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aktywuje tez wiele innych. Mechanizm, za pomoca ktérego Mn?* aktywuje kilka oksydaz,
nie jest jeszcze dokladnie poznany, ale wydaje si¢, ze jest zwigzany ze zmiang
wartoéciowosci  miedzy Mn** i Mn?*[92] Mangan bierze réwniez udzial w
fotosyntetycznej ewolucji tlenu w chloroplastach (reakcja Hilla). Ze wzglgdu na kluczowsg
role Mn w tym zasadniczym procesie, w momencie nawet umiarkowanych niedoboréw
tego pierwiastka, nastepuje zahamowanie fotosyntezy. Nie wptywa natomiast na strukture

chloroplastu ani nie powoduje jego rozpadu, az do osiggni¢cia powaznego niedoboru.[176]

3.4.2. Udzial manganu w reakcjach redoks
Mangan bierze udzial w reakcjach utleniania-redukcji (redoks) w fotosyntetycznym
systemie transportu elektronéw w roslinach.[177] W ksiazce ,,Trace elements in soils and
plants” zaproponowano nast¢pujace reakcje redoks dla manganu wystepujace w
srodowisku:[92]

a) Redukcja Mn®* — Mn?*, abiotyczna i biotyczna, przez: pierwiastki i substancje
takie jak: Fe?*, Cr3*, S, fenole, zwiazki organiczne (substancje humusowe) oraz
bakterie redukujace

b) Utlenianie Mn** — Mn*, Mn*", mogace zachodzi¢ zaréwno w warunkach
tlenowych, jak i beztlenowych, wynikajace z reakcji biologicznych lub
autokatalitycznych

¢) W momencie utworzenia si¢ Mn®*, ktory jest niezwykle reaktywng forma, nastepuje
szybkie przyjecie lub oddanie elektronu i przeksztalcenie si¢ Mn®** do odpowiedniej
formy

d) W momencie utworzenia siec Mn?*, ten jest albo adsorbowany przez MnOg, albo
utleniany do Mn** lub Mn**

e) W obieg redoks manganu sa rowniez zaangazowane ligandy organiczne i

fosforanowe

3.4.3. Mangan w glebach w zalezno$ci od pH
Chociaz Mn wystepuje obficie w wigkszosci gleb, to szczegolne warunki pH gleby i
warunki redoks moga mieé¢ duzy wplyw na stezenie Mn?>* w glebach. Wysokie pH
zmniejsza dostepno$¢ manganu poprzez tworzenie MnO., podczas gdy redukcja tlenu w
powietrzu glebowym, poprzez zageszczenie gleby lub zalanie jej, zwigksza stezenie
Mn?*.[178] pH gleby wptywa na zmiang mobilnosci manganu z gleby do powierzchni
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korzeni, co skutkuje réznica w mozliwosciach wchlaniania tego pierwiastka.[147,179]
Niedobo6r manganu najczesciej wystepuje w glebach wapiennych, ktorych pH waha si¢ od
7,3 do 8,5. Gleby, ktore maja wysoka zawarto$¢ substancji organicznych, niska gestosé
nasypowa i niskie st¢zenie tatwo redukowalnego manganu w glebie, sg rowniez podatne na
niedobory manganu. W klimacie chtodnym i umiarkowanym najczesciej obserwuje si¢
niski poziom manganu, chociaz pojawily si¢ takze doniesienia o0 niskich zawarto$ciach tego
pierwiastka w obszarach tropikalnych i suchych.[147] Dwuwarto§ciowy mangan jest forma
wchtaniang na btonie komorkowej powierzchni korzenia. Wraz ze spadkiem pH gleby,
udziat wymiennego Mn?* znacznie wzrasta.[180] Zakwaszanie gleby moze réwniez
hamowa¢ utlenianie mikrobiologiczne, ktére jest odpowiedzialne za unieruchamianie
manganu. Mikroby utleniajace mangan to najskuteczniejszy biologiczny system
utleniajacy Mn?" w glebach obojetnych i lekko zasadowych.[181] Przy pH powyzej 8,5-9

zachodzi autoutlenianie manganu.[182]

3.4.4. Transport 1 przyswajanie manganu w roslinach
Jak wspomniano wcze$niej, mangan jest preferencyjnie pobierany przez rosliny jako wolny
jon Mn?* z roztworu glebowego. Eatwo kompleksuje si¢ z roslinnymi i drobnoustrojowymi
ligandami organicznymi oraz z syntetycznymi chelatami. Jednak ogdlnie uwaza sig, ze
kompleksy utworzone z syntetycznymi chelatami sg wchlaniane przez korzenie wolniej,
niz wolny kation.[183] Wchtanianie manganu przez korzenie charakteryzuje si¢
dwufazowym wchtanianiem. Pierwsza faza wychwytu jest szybka, odwracalna i
niemetaboliczna. Jony takie jak Mn?* czy Ca®" sa wymieniane swobodnie. W tej
poczatkowej fazie, mangan wydaje si¢ by¢ adsorbowany przez sktadniki $ciany
komorkowej przestrzeni apoplastycznej komorek korzenia.[184] Druga faza jest
wolniejsza, mangan jest stabiej wymieniany, a jego przyswajanie zalezy od metabolizmu.
Podczas tej wolniejszej fazy, mangan jest wchianiany przez tzw. symplast.[185] Mangan
fatwo przemieszcza si¢ od korzenia do pedu w transpiracyjnym strumieniu soku
ksylemowego.[186] Natomiast, mimo tatwego transportu manganu z korzenia do pedu,
ponowna translokacja w obrgbie tyka jest ztozona. W dodatku mangan w lisciach pozostaje

nieruchomy,[187-189] ale moze zosta¢ ponownie zmobilizowany z korzeni i todyg.[190]

3.4.5. Skutki niedoboréw manganu w roslinach
Krytyczne wartosci niedoborow Mn dla wigkszosci roslin wahajg si¢ od 15 do 25
ma/kg.[92] Ze wzgledu na opisang powyzej immobilizacj¢ manganu w lisciach, skutki

niedobordéw nie objawiajg si¢ na starych lisciach rosliny. Objawy niedoboroéw obserwuje
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si¢ na w pelni rozwinietych mtodych liSciach, lecz nie na najnowszym lisciu.[147]
Przypisanie konkretnych cech do symptoméw deficytu manganu nie jest proste.
Charakterystyczne objawy niedoboru manganu staja si¢ jednoznaczne dopiero przy
znacznym ograniczeniu tempa wzrostu rosliny.[190] Mozna wtedy zaobserwowaé rozlang
chloroz¢ migdzynerwowa na mtodych, rozszerzonych blaszkach lisciowych.[191] Pozwala
to odrézni¢ objawy chlorozy wynikajacej z niedoboru zZelaza, ktora charakteryzuje si¢
siecig zielonych zyt.[190] W przeciwienstwie do chlorozy z niedoboru Zelaza, chloroza
wywolana niedoborem manganu nie jest rOwnomiernie rozlozona na catej blaszce lisciowej

(Rys. 23), przez co tkanka moze szybko ulec nekrozie.[116]

Rys. 23 Objawy niedoboréw manganu w postaci mozaikowej chlorozy (obraz wykorzystany w pracy na zasadach
licencji Creative Commons)[192]

Nekroza objawia si¢ czerwonawymi 1 brazowymi plamami na lisciach oraz bragzowieniem
korzeni.[92] Brak zdolnosci do relokacji manganu ze starych lisci do mtodszych oznacza,
ze najbardziej przydatne do dalszej analizy chemicznej, w celu potwierdzenia niedoboru
manganu sg najmiodsze liscie.[147] Najbardziej wrazliwym ze wszystkich sktadnikow
komorki rosliny sa chloroplasty, reagujac na niedoboér Mn poprzez wykazywanie zaburzen
strukturalnych.[92]
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